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(§) Verfahren und Anordnung zur Beweglichkeitseinschrankung von lebenden Zellen 

@ Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zu 
schaffen, daB menschliche, tierische oder pflanzliche Zel- 
len in ihrer Bewegung einschrankt ohne die Zelle dabei zu 
schadigen. Die Erfindung betrifft auGerdem die Erzeu- 
gung einer 3D-Mikrostruktur (Abb. I) und dem Einbringen 
der Zellen in diese. Mit der Erfindung soli erreicht werden, 
dafS lebende Zellen nicht nur in ihrer Bewegung einge- 
schrankt, sondern auch ihre Zellmembran immobilisiert 
werden kann. Damit ist es moglich, AFM-Untersuchun- 
gen der Zellmembran mit einer hohen Aufldsung durch- 
zufuhren. Herkommliche Verfahren zur Immobilisierung 
von lebenden Zellen fuhren entweder nur zu einer unzu- 
reichenden Stabilisierung der Zellmembran oder zur 
Schadigung der Zelle selbst. 

Die Aufgabe der Immobilisierung der Zelle wird erfin- 
dungsgemafc dadurch gelost, daS eine 3D-Struktur er- 
^ zeugt wird, die in ihren Abmessungen der ausgewachse- 
nen Zelle entspricht. Durch eine grofcere Offnung in einer 

^ Seite der Mikrostruktur (Abb. I D) wird die Zelle entweder 
durch Zentrifugation oder durch Schutteln eingebracht. 

LO Durch das Anwachsen der Zelle innerhalb der Struktur er- 

CM folgt die schadigungsfreie Immobilisierung. Die Stabili- 

^ sierung der Zellmembran wird erfindungsgemaft da- 

T- durch gelost, dafS ein Teil der Mikrostruktur aus einer 

^ Membran mit Offnungen besteht (Abb. I E), dessen Ab- 

qq messungen wesentlich kleiner als die Zelle sind und die 
die anwachsende Zelle als solche immobilisiert. 

^ Die Erfindung soli des weiteren eine kostengunstige Al- 
ternative zu ... 

LU 
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Beschreibung 
Anwendungsgebiet 

Die Erfindung belrifft die Erzeugung dreidimensionaler 
Strukturen bestimmter Dimension in Halbleitermaterial, 
Glas, Kunststoff, Kcramik oder Vcrbindungcn von dicsen 
und deren Einsatz zur Beweglichkeitseinschrankung, Posi- 
tionierung und BeeinfluBung der Wachstumsrichtung von 
lebcndcn, unfixicrten Zellcn. Des weitercn beschrcibt es ein 
Verfahren zur Einbindung der Zellen in die erzeugten Struk- 
turen. Die Dimensionierung der erzeugten Struktur ermog- 
licht eine Immobilisierung der Zelle und der Zellmembran. 
Die Kombination aus Erzeugung von dreidimensionalen 
Strukturen, dcm Einbringcn von lebcndcn Zellen in dicsc 
und der damit erfolgenden Beweglichkeitseinschrankung 
kann insbesondere Anwendung in der hochauflosenden Mi- 
kroskopie (AFM-Atom-Kraft-Mikroskop) findcn. Die bci 
Anwendung des Verfahrens gleichzeitig erfolgende genaue 
Positionierung der Zellen in den Strukturen kann zur geziel- 
ten Manipulation der Zellen genutzt werden und ermoglicht 
z. B. die Untersuchung von Zellen unter einer raumlich ein- 
geschranktcn Umgcbung bzw. die Untersuchung des Wachs- 
tumsverhaltens von verschiedenen Zellen unter spezifischen 
wohldefinierten Bedingungen. 

Tn einer weitercn Ausbaustufc konnen dcrartigc Struktu- 
ren in Verbindung mitdefiniert an- bzw. eingebrachten Elek- 
troden, Sensoren oder Akzeptoren als Schnittstelle von le- 
benden Zellen zu signalverarbeitenden Systemen Anwen- 
dung linden. 

Stand der Technik 

Die zum Stand der Technik gehorenden Verfahren be- 
schreiben i.A. die Beobachtung von tebenden oder fixierten 
Zellen in einem verhaltnismaBig groBen Volumen und/oder 
deren Wechselwirkung mitLosungen, elektrischen Potentia- 
len oder der Substratoberflache. Die dabei erzeugten Struk- 
turen diencn der Bcfestigung von Zellen innerhalb des gro- 
Ben Volumens der Struktur. Neuere Untersuchungen be- 
schreiben vor allem die Untersuchung der Zelloberflache 
mit dcm AFM. Die Vorteilc der Anwendung der AFM-Tech- 
nik in biologischen Fragestellungen bestehen in der Mog- 
lichkeit, native, unfixierte Zellen in Echtzeit zu beobachten, 
und soinil Oberflachenveranderungen der Zelle, d. h. die 
Analyse dynamischer Eigenschaften, direkt zu untersuchen. 
Thcorctisch solltc cs moglich scin, mit der AFM-Technik 
bei diesen Analysen eine Auflosung im Bereich weniger Na- 
nometer zu erreichen. Im folgenden sollen die wichtigsten 
dem Stand der Technik cntsprcchcndcn Methodcn zur Un- 
tersuchung von lebenden und fixierten Zellen mittels AFM, 
der Versuch der Stabilisierung der Zellmembran und die da- 
bei erzeugLen Strukturen beschrieben werden. 

(1) Untersuchungen an teilweise fixierten Zellen: Zum 
Stand der Technik gehoren Untersuchungen an getrockneten 
Zellen, wie z. B, Neuronenkulturen (Cricenti, A., Destasio, 
G., Generosi, R., Perfetti, P., Ciotti, M. T. and Mercanti, D. 
Atomic Force Microscopy of Neuron Networks, Scanning. 
Microscopy. 9 (1995) 695-700.; Cricenti, A., Destasio, G., 
Generosi, R., ScarseUi, M. A., Perfetti, P., Ciotti, M. T., 
Mercanti, D., Casalborc, P. andMargaritondo, G. Native and 
Modified Uneoated Neurons Observed hy Atomic Force Mi- 
croscopy, J. Vac. Sci. Technol. A. 14 (1996) 1741-1746.), 
welche sich gegeniiber lebenden Praparaten durch eine be- 
trachtlich stabilere Zellmembran auszeichnen oder Untersu- 
chungen an lebcndcn Makrophagcn nach Phagozytosc von 
Latexbeads zur "Auspolsterung" (Stabilisierung) der Zellen 
mit steifem Material (Beckmann, M., Kolb, H. A. and Lang, 



F. Atonzic Force Microscopy of Peritoneal Macrophages 
After Particle Phagocytosis, J. Membrane. Biol. 140 (1994) 
197-204.). Hoh, J. H. and Schoenenberger, C. A. (Suiface 
Morphology and Meclaanical Properties of MDCK Monola- 
5 vers by Atomic Force Microscopy, J. Cell Sci. 107 (1994) 
1105-1114.) untersuchten Veranderungen mechanischer Ei- 
genschaften durch partielle Fixicrung lebender Zellen. Dazu 
wurde der EinfluB von Glutaraldehyd auf die Messung der 
Oberflache und die Kraft-Abstands-Kurve bestimmt (Beck- 

10 mann, M. ct al.). Auch die sogenanntc Kryo-AFM-Technik 
versucht, das Problem der weichen Oberflache lebender Zel- 
len zu umgehen, indem die Messungen der Zellen unter fliis- 
sigem N 2 unter einem bestimmten Druck durchgefuhrt wer- 
den und zu einer stabileren Zellmembran fuhrten (Han, 

15 W.H., Mou, J. X., Shcng, J„ Yang, J. and Shao, Z.F. Cryo 
Atomic Force Microscopy A New Approach for Biological 
Imaging at High Resolution, Biochemistry-USA. 34 (1995) 
8215-8220.; Shao, Z.F., Yang, J. and Sornlyo, A.P. Biologi- 
cal Atomic Force Microscopy From Microns to Nanometers 

20 and Beyond, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 11 (1995) 
241-265.; Shao, Z.F. and Zhang, Y.Y. Biological cryo ato- 
mic force microscopy: A brief review, Ultramicroscopy, 66 
(1996) 141-152.; Zhang, Y.Y, Shao, Z.F, Sornlyo, A.P. and 
Sornlyo, A.V. Cryo-atomic force microscopy of smooth 

25 muscle myosin, Biophys. J. 72 (1997) 1308-1318). Benoit, 
M., Holstein, T. und Gaub, H. E. (Lateral forces in AFM 
imaging and immobilization of cells and organelles, Ellr. 
Biophys. J. Biophys. Lett. 26 (1997) 283-290.) versuchten, 
durch Immobilisation groBerer Zellbestandteile an porosem 

30 Filtermaterial eine bessere Stabilisierung bei der Messung 
zu erhaltcn. 

(2) Untersuchungen an lebenden Zellen: Zum Stand der 
Technik gehoren Beobachtung en mechanischer und elasti- 
scher Eigenschaften von lebenden Zellcn wic z. B. des Zy- 

35 toskeletts (Hofmann, U.G., Rotsch, C, Parak, W.J. and Rad- 
macher, M. Investigating the cytoskeleton of chicken car- 
diocytes with the atomic force microscope, J. Struct. Biol. 
119 (1997) 84-91.; Radrnacher, M., Rotsch, C, Fritz, M., 
Kachcr, CM., Hofmann, U., Gaub, H.E. and Hansma, P.K. 

40 Measuring the Elastic Properties of Bio Polymers and Li- 
ving Cells with the Atomic Force Microscope, Abstr. Pap. 
Amcr. Chem. Soc. 212 (1996) 324-POLY.) von Kardiozytcn 
und Thrombozyten oder die Beobachtung dynamischer Ei- 
genschaften von AktinhTamenten in lebenden Gliazellen 

45 mittels AFM (Henderson, E,, Haydon, P.G. and Sakaguchi, 
D.S. Actin Filament Dynamics in Living Glial Cells Imaged 
by Atomic Force Microscopy, Science, 257 (1992) 
1944-1946). Auch bei Echtzeituntersuchungen der Aktivie- 
rung humaner Thrombozyten unter physiologischen Bedin- 

50 gungen konntcn Komponcntcn des Zytoskclctts und mem- 
brangebundene Filamente nachgewiesen werden (Fritz, M., 
Radrnacher, M. and Gaub, H.E. Granuia Motion and Mem- 
brane Spreording During Aetivortion of Human Platelets 
Imaged by Atomic Force Microscopy, Biophys. J. 66 (1994) 

55 1328-1334.; Fritz, M., Radrnacher, M., Cleveland, J.P., Al- 
lersrna, M.W., Stewart, R.J., Gieselmann, R., Janmey, P., 
Schmidt, C.F. and Hansma, P.K. Imaging Globular und Fila- 
mentous Proteins in Physiological Buffer Solutions with 
Tapping Mode Atomic Force Microscopy, Langmuir. 11 

60 (1995) 3529-3535.). Desweiteren konnte die dreidimensio- 
nalc Struktur lebender Zellcn und subzcllularcr Strukturen 
dargestellt und Bewegungen von Filamenten unter der Zell- 
membran beobachtet werden; weiterhin gelang auch die me- 
chanische Entfernung einzelner Zellen aus gemischten pri- 

65 maren Zellkulturen mit Hilfe des AFM (Parpura, V, Hay- 
don, P.G. and Henderson, E. 3 Dimensional Imaging of Li- 
ving Neurons and Glia with the Atomic Force Microscope, 
J. Cell Sci. 104 (1993a) 427-432). Zum Stand der Technik 
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gehort auch die Identifikation der zu untersuchenden Ma- 
kromolekule auf den Zellen u. a. inittels iminunhistochemi- 
scher Darstellung mit Gold-markierten Antikorpern, so wur- 
den z. B. Goldmarkierte sekundare Antikorper zur Darstel- 
lung von Membranvesikel verwendet (Thimonier, J., Mon- 
tixi, C, Chauvin, J. P., He, H.T., Rocca-Serra, J. and Barbet, 
J. Thy-1 immunolabelcd thymocyte microdomains studies 
with the atomic force microscope and the electron micros- 
cope, Biophys. J. 73 (1997) 1627-1632). 

(3) Auflosungsvcrbesscrung dcr AFM-Messungcn an lc- 
benden Zellen: Eine Moglichkeit, die Auflosung der AFM- 
Untersuchung zu erhohen, ist die Einschrankung der Be- 
weglichkeit der lebenden Zellen. Zum Stand der Technik ge- 
horen allerdings nur sehr wenige Strukturen und Methoden, 
die dirckt dazu eingesetzt wcrdcn, lebendc Zellen in ihrer 
Bewegung zu immobilisieren und die Zelloberflache zu sta- 
bilisieren. Nach einer Infektion mit einem Virus konnten 
Ohncsorgc ct al. (Ohnesorge, F.M., Horber, J.K.H., Habcrle, 
W., Czerny, CP., Smith, D.P.E. and Binnig, G. AFM review 
study on pox viruses and living cells, Biophys. J. 73 (1997) 
2183-2194) spezifische Prozesse an der Oberflache leben- 
der Zellen, welche mit einer Mikropipette fixiert waren, in 
Echtzeit (9 min) beobachten. Weiterhin wurden Porcnfilter 
verwendet (S. Kasas and A. Ikai, A method for anchoring 
round shaped cells for atomic force microscope imaging, 
Biophys. J. 68 (1995) 1678), in welche die Zellen von dcr 
Ruckseite eingebracht werden. Die resultierende Beweg- 
lichkeitseinschrankung ermoglicht bessere AFM-Untersu- 
chungen. Eine andere Moglichkeit, die Auflosung zu ver- 
bessern, ist das Aufpressen der Zelle auf ein Substrat durch 
Zentrifugiercn (H. Twamoto, N. Wakayama, Jpn. J. Appl. 
Phys. 36 (1997) 3872). 

Zum Stand der Technik gehoren auch Methoden und 
Strukturen zur Immobilisierung von Zellen, Enzymen oder 
anderen Biomolekulen fiir viele analytische und biotechno- 
logische Verfahren. Dabei werden die verschiedensten 
Techniken der adsorptiven Ankopplung an die Oberflache 
oder Einkapselungs verfahren verwendet. Dazu gehoren 
z. B. Glasfibcrmatten (Patent EP 0 267 470 Al), mit hydro- 
phi len Polymeren beschichtete Trager (Patent 
EPO 628 819 A2), Mikrokapseln fiir Filteranwendungen 
(Patent US 95/02 752) und porose anorganische Matcrialien 
(Patent EP 0 314 290 A2, EP 0 121 981 Bl). Die Anderung 
der Adhasionseigen sen af ten des Substratmaterials kann 
z. B. auch durch das Anlegen von hochfrequenten eleklri- 
schen Impulsen an auf das Substrat aufgebrachte plan are 
Elcktrodcnstreifcn erfolgcn. Durch inhomogenc elektrische 
Felder entstehen wandernde oder wechselnde elektrische 
Oberflachenwelien. Diese werden zur lagestabilen Positio- 
nierung von Einzcllcrn verwendet (DE 44 00 955 A 1 , 
EP 0 785 428 Al). Mit Hiife des AFM ist auch die Messung 
der relativen Adhasion verschiedener lebender Gliazellen an 
ein bestimintes Substrat untersucht worden (Parpura, V., 
Haydon, P. G., Sakaguchi, D. S. and Henderson, E. Atomic 
Force Microscopy and Manipulatiou of Living Glial Cells, 
J. Vac. Sci. Technol. A. 11 (1993) 773-775). 

Zum Stand der Technik gehoren des weiteren Lebenser- 
haltungssystcmc, die dazu genutzt. werden, die Wcchsclwir- 
kung zwischen einer Zelle und einer die Zelle beeinflussen- 
den Substanz zu untersuchen (Patent: US 5 496 697 A). 

Nachteile des Standes der Technik 

Die im ersten Teil zum Stand der Technik gehorenden 
Verfahren ermoglichen zwar die Untersuchung der Zellen 
mittcls AFM, jedoch ist die Auflosung aufgrund dcr wci- 
chen Zellmembran gering. Diese verhindert eine hohe Auf- 
losung bei der Untersuchung der Zelle, da hohere Krafte 



eine Ablosung der Zelle von der Unterlage oder eine Scha- 
digung der Zelle nach sich Ziehen (V. Parpura et al.). Die 
teilweise Immobilisierung der Zelle (z. B. elektrische Fel- 
der, Fixierung etc.) fuhrt zwar zur Verbesserung der Auflo- 
5 sung der Methode, aber auch zu einem EinfluB auf das natur- 
liche Wachstum der Zelle oder sogar zum Absterben (Trock- 
nung (A. Criccnti et al,), Kryo-AFM-Tcchnik (Z.F. Shao ct 
al.)). Eine Fixierung mit Mikropipetten (F.M. Ohnesorge et 
al.) bzw. Mikromanipulatoren z. B. bedeutet meist ein Her- 

10 ausreiBcn dcr Zelle aus ihrem natiirlichcn Zellverband und 
damit eine starke Beeintrachtigung, welche bei biochemi- 
schen Untersuchungen das Ergebnis verfalscht. Des weiteren 
erlaubt die Untersuchung an fixierten Zellen keine Darstel- 
lung dynamischer Eigenschaften, einem der Hauptvorteile 

15 des Einsatzes der Rasterkraftmikroskopie. Auch cine Mani- 
pulation von Zellen mittels neurobiologisch relevanter Sub- 
stanzen ist nur an lebenden, ungestorten Zellen moglich. 

Einige der bcim Stand der Technik beschriebenen Verfah- 
ren zur Positionierung von Zellen erfordern umfangreiche 

20 und somit teure Strukturierungsschritte (z. B. Positionierung 
mittels elektrischer Felder). Desweiteren konnen die so po- 
sitionierten und damit elektrophysiologisch beeinfluBten 
Zellen nur sehr eingeschrankt elektrophysiologisch unter- 
sucht werden, da dies bereits zur Positionierung verwendet 

25 wurde. 

Ein Nachteil der beschriebenen Methoden zur Immobili- 
sierung von Zellen fur analytische und biotechnologische 
Verfahren ist vor allem die Verwendung von vielen Zellen in 
einem groBen Volumen. Entscheidend hierbei ist die Unter- 

30 suchung ihrer Gesamtwirkung auf eine Losung und nicht 
notwendigcrweise die wirklichc Rcaktion in der Nahe oder 
direkt an der Zellwand. Die adsorptiv arbeitenden Verfahren 
stabilisieren geringfiigig die komplette Zelle, haben aber 
den Nachteil der mangelnden Stabilitat dcr Zellmembran 

35 und der daraus resultierenden schlechten Verwendbarkeit 
fur hochauflosende AFM-Untersuchungen. Bei den Einkap- 
selungsverfahren werden die Zellen nicht an der Oberflache, 
sondern innerhalb eines Korpers immobilisiert und sind so- 
mit. nicht fiir das AFM zuganglich. Eine Positionierung der 

40 Zellen oder eine zusatzliche Strukturierung der Halterung ist 
auBerdem zum groBen Teil nicht moglich. 

Aufgabe der Erfindung 

45 Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zu schaffen 
und eine Struktur zu erzeugen, die es ermoglicht, lebende 
Zellen in ihrer Bewegung cinzuschranken. Von enLscheiden- 
der Bedeutung dabei ist die Einschrankung der Bewegung 
und Stabilisierung, nicht nur der kompletten Zelle, sondem 

50 auch dcr Zelloberflache, ohnc diese dabei zu toten. Dies 
setzt voraus, daB die Einschrankung der Beweglichkeit der 
Zelle wie auch alle weiteren Untersuchungen in einer fiir sie 
nicht-loxischen Umgebung geschehen. Die Bewegungsein- 
schrankung und Positionierung der Zelle soil eine mikrosko- 

55 pische Beobachtung mit dem AFM mit hoher Auflosung, 
eine Beobachtung des Zellwachstums und/oder eine gezielte 
Manipulation der Zelle ermoglichen. Es ist damit moglich, 
lebende Zellen ubcr cinen langercn Zcitraum zu beobachten 
und, kombiniert mit einem Lebenserhaltungssystem, Veran- 

60 derungen wahrend des Wachs turns und der Differenzierung 
dcr Zelle oder den EinfluB neurobiologisch relevanter Sub- 
stanzen auf die Zelle in Echtzeit zu verfolgen. Es ist weiter- 
hin Aufgabe der Erfindung, das Volumen zur Zellbeobach- 
tung und/oder Manipulation zu verkleinern. Die Auswahl 

65 der Mated alien soli der Aufgabe entsprechend so erfolgen, 
daB durch wciterc ProzeBschrittc cine Manipulation und/ 
oder die Beobachtung des Zellwachstums und/oder der -re- 
aktion erfolgen kann. Des weiteren besteht die Aufgabe der 
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Erfindung darin, ein Verfahren und eine Struktur zu schaf- 
fen, welche eine preiswerte Alternative zu denen im Stand 
der Technik erwahnten darstellt. 

Losung der Aufgabe 5 

Die Einschrankung der Bcweglichkcit der lebcnden Zclle 
wird erfindungsgemaB dadurch erreicht, daB eine dreidi- 
mensionale Struktur (Abb. I) erzeugt wird, die in ihren au- 
Bcrcn Abmcssungcn mindestcns in 2 Dimcnsioncn dcnen 10 
der lebenden, ausgewachsenen Zelle entspricht. Mindestens 
eine Offnung an einer Seite oder ein Teil der Struktur muB 
der GroBe der sich in Nahrlosung befindlichen Zelle ent- 
sprechen, damit das Einbringen der Zelle in die Struktur er- 
moglicht wird (Abb. IC und Abb. TIC). Mit dem Anwach- 15 
sen der Zelle und dem beginnenden Wachstum erfolgt auf- 
grund der Volumenzunahme der Zelle die Einschrankung ih- 
rer Bcwcglichkeit. Durch eine Variation der Dimcnsionic- 
rung der erfindungsgemaBen dreidimensionalen Struktur ist 
eine Beweglichkeitsbeschrankung verschiedener Zelltypen 20 
moglich. 

Die Beweglichkeitsbeschrankung der Zellmembran er- 
folgt erfindungsgemaB dadurch, dafi ein Teil der Struktur 
aus einer Membran mit Offnungen (Abb. IE und Abb. HA) 
besteht, welche Locher enthalt, die kleiner als die Zelle sind 25 
und mchr als eines diescr Locher iibcr der Zelle licgt und die 
Zellwand als soiche immobilisieren. Dies wird z. B. dadurch 
erreicht, daB sich die Zelle wahrend ihres Wachstums in der 
Mikrostruktur an dessen Form (z. B. an die eines Mikronet- 
zes) anpaBl und dadurch die Zellmembran in ihrer Eigenbe- 30 
wcgung eingeschrankt und wahrend der AFM-Messung sta- 
bilisiert wird. Die Dimensionierung der Maschenweite, die 
Dicke der Membran und der Breite der Stege hat entspre- 
chend der GroBe der ausgewachsenen Zelle und der zu cr- 
zielenden Stabilisierung zu erfolgen. Bei Verwendung z. B. 35 
von Gehirnzellen von Ratten betragtdie Maschenweite etwa 
5x5 pm 2 , die Dicke der Stege etwa 200-300 nm und die 
Breite der Stege etwa 300-400 nm. Die unter der Membran 
bcfindliche Wanne (Abb. ID und Abb. IIA) solltc nicht tie- 
fer als 10 \im sein. 40 

Das schadigungsfreie Einbringen bzw. die Positionierung 
der Zcllcn in die unter der porosen Membran befindlichen 
Wannen (Abb. ID) erfolgt erfindungsgemaB je nach verwen- 
deter Struktur durch Zentrifugation oder Bewegung der 
Struktur in Nahrlosung. Bei Verwendung von Mikrowannen 45 
mit einer Membranabdeckung (Abb. I) wird die Struktur in 
der Nahrlosung bewegt, so daB sich die Zelle durch cine gro- 
Bere Offnung (Abb. IB) der Membran bewegt und sich in 
dem darunter befindlichen Behalter absetzt. Eine Zentrifu- 
gation der Struktur in Nahrlosung ist notwendig bei Struktu- 50 
ren, deren Offnung sich seitlich der 3D-Mikrostruktur befin- 
det. Des weiteren lassen sich auch Mikrostrukturen herstel- 
len, deren Zelloflhung sich auf der Riickseite befindet (Abb. 
IIC). In alien Fallen wird gewahrleistet, daB sich die Zelle in 
einer physiologischen Umgebung befindet. 55 

Des weiteren erfolgt die Strukturerzeugung bei Verwen- 
dung von verschiedenen Substratmaterialien wie z, B. Si 
(Abb. IA) und Si0 2 (Abb. IB), Quarz, Quarz/SiN oder cine 
Kombination aus alien, um die Aufgabe der Erfindung nach 
verschiedenen Gesichtspunkten (Beobachtung in Transmis- 60 
sion, Manipulation . . .) zu crfullcn. 

Vorteile der Erfindung 

Die erfindungsgemaB beschriebene Struktur ermoglicht 65 
nicht nur cine Immobilisierung der Zelle als Ganzcs, son- 
dem auch eine Stabilisierung der weichen Zellmembran. 
Dadurch ist es moglich, eine hohere Auflosung bei AFM- 
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Untersuchungen zu erreichen, ohne die Zelle in ihrem 
Wachstum zu schadigen. Die Zellen befinden sich unter 
physiologischen Bedingungen und zeigen ein normales 
Wachstum. Das Einbringen und damit die Positionierung 
der Zellen geschieht auf schonende Art und Weise, die Zel- 
len werden nicht zusatzlich stimuliert, wie es z. B. bei einer 
mcchanischcn Positionierung mittels Mikromanipulatorcn 
oder der Positionierung im Hilfe eines elektrischen Feldes 
zu erwarten ist. Dies hat den entscheidenden Vorteil, daB bei 
den verschiedenen Untersuchungen nur die Reaktion auf die 
experimentell gewunschten Stimuli gemessen werden kon- 
nen und nicht auf Reaktionen, welche zum Positionieren 
bzw. mechanischen Fixieren der Zelle dienen. Das erfin- 
dungsgemaB beschriebene Verfahren und die Struktur erlau- 
ben weitcrhin die Beobachtung und/odcr Manipulation von 
Zellen wahrend ihres Wachstums, ohne die Zelle dabei un- 
beabsichtigt zu schadigen oder sogar zu toten. Ein wesentli- 
cher Vorteil der beschricbenen Struktur ist die preiswerte 
Produktion von angepaBten Mikrostrukturen, die in Kombi- 
nation mit dem Einbringen der Zelle je nach gewunschter 
Anwendungsart eine vielfaltige Untersuchung der Zelle er- 
moglichen. Die damit verbundene Positionierung der Zelle 
ergibt eine preiswerte Alternative zu dcnen im Stand der 
Technik beschriebenen Verfahren der Bewegung der Zellen 
auf einem Substrat. Die Strukturen sind einfach handhabbar 
und leicht zu stcrilisieren. AuBcrdem wird eine immunhisto- 
chemische Charakterisierung verschiedenster Oberflachen- 
antigene nicht beeinfluBt. Die freie Wahl der Dimensionie- 
rung der Mikrostruktur hat den Vorteil der Flexibility bei 
der Wahl der zu untersuchenden Zellen, d. h. vor allem ihrer 
GroBe. Deswcitcren konnen mehrcre solcher Strukturen be- 
liebig oder in bestimmten Abstanden sowohl in Reihe als 
auch in Serie durch Kanale miteinander verbunden werden 
(Abb. II). Nach Bcfullung benachbarter Strukturen kann 
beispi els weise auch der EinfluB der einzetnen Zellen unter- 
einander bzw. durch raumliche Einschrankung das Wachs- 
tum der Zellen untersucht werden. 

Fur die Erzeugung der Mikrostrukturen konnen aus der 
Mikrosystcmtechnik weitestgehend bekannte Verfahren hcr- 
angezogen werden mit dem Vorteil einer preiswerten Mas- 
senfertigung. Ein weiterer groBer Vorteil ist, daB die Zellen 
mittels eines Lebenserhaltungssystems im Langzcitversuch 
beobachtet werden konnen, da sie ohne Beeintrachtigung in 
einer der Zelle angepaBten Umgebung weiter wachsen kon- 
nen. 

Ein weiterer Vorteil ist die Nutzung von verschiedenen 
Substratmaterialien, die vor allem die Vielfaltigkeit des Ver- 
fahrens in den Vordergrund stellt. So ermoglicht die Ver- 
wendung von z. B. Si/SiC>2 das nachfolgende Aufbringen ei- 
nes elektrischen Kontaktarrays oder die Verwendung von 
z. B. Glas die gleichzeitige Beobachtung der Zelle in Trans- 
mission. 

Beschreibung der Abbildungen 

Abb. I Schematische Darstellung einer dreidimensiona- 
len Wannenstruktur mit einer teilgeoffneten Deckschicht. 

Abb. II Schematische Draufsicht auf cine bcliebige Kom- 
bination von Einzellenhaltern mit Einfiilloffnungen von hin- 
ten und abgedeckten Verbindungskanalen. 

Abb. HI Prinzipiclle ProzcBschrittc bei der Herstcllung 
von Mikrofixierelementen auf Siliziumbasis. 

Abb. III-A Abscheidung eines geeigneten Schichtsy- 
stems auf einkristallinem Silizium. 

Abb. III-B Erzeugung einer Haftmaske mittels lithogra- 
phischcr Mcthodcn. 

Abb. IH-C Anisotrope Ubertragung der Maskenstruktu- 
ren in die Oxidschicht mittels RIE oder strahlgestutzter Atz- 
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methoden. 

Abb. 1H-D Anisolroper Atzschritt des Siliziums zur Her- 
stellung der Gruben. 

Abb. IV Grundsatzliche ProzeBschritte bei der Herstel- 
lung von Mikrofixierelementen auf transparenten Tragern. 5 

Abb. IV-A Abscheidung eines geeigneten Schichtsy- 
stcms. 

Abb. IV-B Erzeugung einer Haflmaske mittels lithogra- 
phischer Methoden. 

Abb. IV-C Anisotropc Ubcrtragung der Strukturen durch 10 
die obere Fixierungsschicht in die Spacerschicht mittels REE 
oder strahlgestiitzter Atzmethoden. 

Abb. IV-D Isotroper, vorzugsweise chemischer Atzschritt 
zur Unteratzung der oberen Fixierungsschicht. 

15 

Beispielbeschreibung 

Im folgcnden sollen zwei Beispiele der Mikrostrukturcr- 
zeugung und das Einbringen der Zellen in diese beschrieben 
werden. Die hier beschriebenen Strukturen wurden vorzugs- 20 
weise, jedoch nicht notwendigerweise, mit einer Kombina- 
tion aus Elektronenstrahl-Lithographie, Photolithographic 
oder Laser-Ablation und nachfolgenden Atzschritten cr- 
zeugt. Des weiteren sind die Dimensionen der erzeugten 
Strukturen auf die GroBe von den Gehimzellen einer Ratte 25 
angcpaBt. Eine Anpassung der Strukturdimcnsioncn auf an- 
dere Zell-Arten ist allerdings ebenso Inhalt des Patentes. 

Bei spiel 1 

30 

Herstellung von mit einer teilgeoffneten Schicht abgedeck- 
ten Mikrofixierungsgruben in Si02/Si 

Das crstc Anwcndungsbeispiel zielt auf die Herstellung 
von Fixierelementen in einkristallinem Silizium durch die 35 
Anwendung von Strukturierungsmethoden und trocken bzw. 
naBchemischer Atzmethoden. 

Mit dieser Methodik konnen Gruben bzw. trichterformige 
Vcrtiefungcn in cinkristal lines Silizium gcatzt werden, die 
durch eine diinne, strukturierte Schicht abgedeckt werden. 40 
Vorzugsweise kommen dabei anisotrope Atzmittel (NaOH) 
mit einer hohen Selckti vital zur Deckschicht, bcispielswcise 
Siliziumdioxid, zur Anwendung. Alternativ konnen auch 
isotrope Atzer (HN0 3 + HF + H 2 0) mit ausreichender Se- 
lektivitat eingesetzt werden. 45 

Typischerweise wird eine anorganische Deckschicht in 
Form eincs Nitrides bzw. Oxides mit einer Dickc im Bereich 
von 200 nm bis 1 um verwendet. Die Dicke der Deckschicht 
hangt vom verwendeten naBchemischen AtzprozeB ab. Die 
resulticrendc Dicke der Deckschicht nach crfolgtcr Atzung 50 
der Zellfixierungsgrube sollte nicht groBer als 300 nm sein, 
um im Fall einer mikroskopischen Charakterisierung eine 
storungsfreie AFM-Messung zu ennoglichen. Die Herstel- 
lung der Mikrowannen erfolgt im einfachsten Fall nach fol- 
gendem ProzeBschema: Ausgangspunkt ist eine oxidierte 55 
Siliziumscheibe vorzugsweise mit einer <100>-Ori en tie- 
rung. Die Oxidschicht, die sowohl als Grubenabdeckschicht 
als auch als Siliziumatzmaskc dicnt, kann duch thcrmischc 
Oxidation, CVD-Verfahren oder mittels Sol-Gel- Technik 
hergestellt werden. Bei oxidierten Sihziumscheiben ist eine 60 
Dickc von etwa 500 nm in der Rcgcl ausreichend. 

Die als Grubenabdeckung vorgesehene und mit Offnun- 
gen durchbrochene Deckschicht (Abb. IH-A Bib) wird mit 
einer lithographischen Haftmaske (Abb. III-B C) versehen, 
die mittels Laserablation, Elektronenstrahl- oder Photolitho- 65 
graphic hergestellt wird. Die Offnungcn setzen sich aus Be- 
fullungs- und AnalyseorTnungen zusammen, wobei die Be- 
fiillungsoffnung eine GroBe von etwa 7-10 um besitzt und 



8 

die AnalyseorTnungen mit etwa 3 um deutlich kleiner sind. 
Die Stegbreite zwischen den einzelnen Ofthungen sollte 
kleiner als 500 nm sein. Bei Nutzung der Elektronenstrahlli- 
thographie ist eine 600 nm dicke PMMA (950 K) Schicht 
(Empfindlichkeit etwa 200 uC/cm 2 bei einem Strahistrom 
von 1 nA) als Resistmaske gunstig. 

Nachfolgcnd wird die Struktur der Haftmaske vorzugs- 
weise mittels Trockenatzen (RIBE mit CF 3 H bei 700 V, 
200 u A/cm 2 , 15 Minuten) in die Oxidschicht ubertragen, 
wodurch das Silizium (Abb. IH-D Al) an den gcoffnetcn 
Stellen freigelegt wird. 

Nachfolgend wird ein naBchemischer Atzschritt (wass- 
rige Losung von KOH 20% bei 80°C) durchgefuhrt, der zur 
Unteratzung der durchlocherten Deckschicht fuhrt. Bei Ver- 
wendung eines anisotropen Atzers cntstcht unter der durch- 
brochenen Deckschicht eine pyramidale Grube. Die Steg- 
breite sowie die Atzzeit miissen so gewahlt werden, daB die 
unter den Einzcloffnungcn entstehenden Pyramiden sich zu 
einer Pyramide bzw. einem Pyramidenstumpf vereinigen. 
Die Tiefe der Gruben ist so der Dicke des Zellkorpers ange- 
paBt, daB eineober- und unterseitige mechanische Fixierung 
erfolgt. Die lateralen Abmessungen der Atzgrube, die der 
GroBe der Zcllc entsprcchen, werden durch die OrTnungen 
der Deckschicht vorgegeben und liegen ublicherweise im 
Bereich von 10 bis 100 um. 

Die Beimpfung von Mikrostrukturen mit Befiillungsoff- 
nungen erfolgt durch definiertes oder zufalliges Einbringen 
von einer oder mehreren Zelle(n) mittels Mikropipette o. a. 
bzw. Manipulatoren oder durch Ablagerung von "abgekap- 
selten" Zellen infolge der Wirkung von Gravitations- und/ 
oder Zcntrifugalkraften durch die BefullungsorTnungen auf 
den Boden der Gruben. In der nachfolgenden Wachstums- 
phase erfolgt die mechanische Fixierung durch die allseitige 
Einengung des Zellkorpers. 

Beispiel 2 

Herstellung von mit einer teilgeoffneten Schicht abgedeck- 
tcn Mikrofixierungsgruben in transparentes Material 

Die ortsgenaue Untersuchung von mechanisch definiert 
fixierten Zellen mit dem Zicl der Nutzung hochauflosendcr 
Mikroskopieverfahren (AFM, SNOM-Scanning Nearfield 
Optical Microscopy) oder anderen optischen Methoden er- 
fordert einen optisch transparenten Trager, der zumindest 
die mechanischen Fixierelemente aufnimmt. Dariiber hinaus 
sind bei optisch transparenten Tragern eine Anzahl weiterer 
Untersuchungs-, Reiz- und Reizabnahmemethoden gleich- 
zeitig mit den bereits genannten moglich. 

Die Herstellung der Zcllhaltcvorrichtung erfolgt prinzi- 
piell wiederum mittels anisotroper und selektiver Atzverfah- 
ren. Im nachfolgend beschriebenen Fall wird dies durch die 
Kombination von Si02-/Si3N 4 -Schichten, die auf einem 
Quarztrager aufgebracht werden, erreicht. Diese Materi alien 
weisen bei Verwendung eines fluorhaltigen naBchemischen 
Atzers (z. B. HF) eine deutlich unterschiedliche Atzrate auf. 

Auf einen doppelseitig polierten Quarztrager (Abb. IV-A 
Al) wird vordcr- und ruckscitig cine in der Dickc an die 
nachfolgenden ProzeBschritte angepaBte Siliziumnitrid- 
schicht (z. B. 250 nm) (Abb. IV-A Bla und Bib) aufge- 
bracht, die als Atzstoppschicht wirkt. Nachfolgend wird auf 
der Vorderseite eine in der Dicke der Zelldimension ange- 
paBte Siliziumdioxidschicht (ca. 2 bis 5 um; Abb. IV-C CI) 
abgeschieden, die spater zur Herstellung der Mikrozellfixie- 
rungsgruben dienen soil. AbschlieBend erfolgt eine nochma- 
ligc Bcschichtung mit Si3N 4 als Maskicrungs- und Haltc- 
schicht (Abb. IV-A Blc). 

Im folgenden lithographischen Schritt werden die Befull- 
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und MeBoffnungen (Abb. II-E1 und 2) als Haftmaske defi- 
niert. Bei Verwendung der ElekLronenstrahllithographie 
(ESL) hat sich eine 1300 nm dicke PMMA-Resistmaske 
(Empfindlichkeit etwa 250uC7cm 2 bei einem Strahlstrom 
von 2nA) als gunstig erwiesen (Abb. IV-B Dl). Bei der 5 
ESL wird auBerdem noch eine zusatzliche 50 nm dicke Ti- 
tanschicht zwischcn der Siliziumnitridschicht und dem 
PMMA aufgebracht. Die Haftmaske wird dann mittels 
RIBE (CHF 3 700 eV, 200 uA/cm 2 , 100 Minuten) oder ande- 
ren anisotropen Atzvcrfahren (z. B. RIE, EBE) in die obere 10 
Siliziumnitridschicht (Abb. IV-C Blc) und in die Silizium- 
dioxidschicht ubertragen. Die Siliziumdioxidschicht muB 
dabei nicht vollstandig durchatzt werden, sondern es kann 
eine Restdicke von ca. 1 um Oxid verbleiben. AbschlieBend 
erfolgt die naBchcmische Unteratzung (Abb. IV-D F) der 15 
oberen Siliziumnitridschicht mit einem fluorhaltigen Atz- 
mittel (BHF-Atzer) durch selektive Auflosung des SiC>2 
durch die geoffnetc Siliziumnitriddcckschicht. 

Patentanspriiche 20 

1. Verfahren zur Beweglichkeitseinschrankung, Posi- 
tionierung und Beeinflussung der Wachstumsrichtung 
menschlicher, tierischer oder pflanzlicher lebender Zel- 
len unter Verwendung von dreidimensionalen Mikro- 25 
strukturen und dem Einbringen von Zellen in diese, da- 
durch gekennzeichnet, 

(a) daB die Dimensionierung der in der Mikro- 
struktur enthaltenen Orrnungen an mindestens ei- 
ner S telle der GroBe der sich in Nahrlosung be- 30 
findlichen Zelle entspricht; 

(b) daB die Mehrzahl der Offhungen in der Struk- 
tur so dimensioniert sind, daB sie kleiner sind als 
die durchschnittliche GroBe der verwendcten Zel- 
len; 35 

(c) daB sich die Zelle in einer physiologischen 
Umgebung befindet. 

2. Mikrostruktur nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich an mindestens cincr Seitc der Struk- 
tur eine Membran befindet mit Offnungen, die kleiner 40 
sind als die Zelle in Nahrlosung. 

3. Mikrostruktur nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Teil der Struktur aus einem Halblei- 
termaterial besteht. 

4. Mikrostruktur nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB ein Teil der Struktur aus einer Keramik, 
einem Oxid oder einem Polymer besteht. 

5. Mikrostruktur nach Anspruch 3 und 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sich auf oder in der Struktur Flachen 
aus Mctall befinden. 50 

6. Mikrostruktur nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich auf einem Substrat eine oder meh- 
rere dieser Strukturen befinden. 

7. Mikrostruktur nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Strukturen teilweise oder komplett 55 
miteinander verbunden sind. 

8. Mikrostruktur nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich bei oder in der Nahc der Zelle cine 
oder mehrere Elektroden befinden. 

9. Mikrostruktur nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, daB ein Teil der Struktur oder die komplcttc 
Struktur aus einer oder mehrerer Elektroden aufgebaut 
ist. 

10. Verfahren zum Einbringen der lebenden Zellen in 
die Mikrostruktur, dadurch gekennzeichnet, daB sich 65 
die komplcttc Struktur in der Nahrlosung befindet. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich ein Teil der Struktur in Nahrlosung 
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oder chemisch definierten Substanzen befindet. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Zellen durch Bewegung des 
Substrates in der Nahrlosung in die Struktur einge- 
bracht werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Zellen durch Zcntri fugation des 
Substrates in Nahrlosung in die Struktur eingebracht 
werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Zellen mit Hilfe mechanischer 
Hilfsmittel in die Struktur eingebracht werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Teil der Struktur oder die kom- 
plettc Struktur mit der Nahrlosung durchspult wird und 
so die Zellen in die Struktur eingebracht werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sich die Zellen cine ausreichend 
lange Zeit auf der Struktur befinden, die eine Haftung 
der Zellen innerhalb der Mikrostruktur ermoglicht. 

17. Mikrostruktur nach einem der vorigen Ansprii- 
chen, dadurch gekennzeichnet, daB die Struktur in 
Chipform in ein Keramikgehause mit clcktrischcn An- 
schlussen eingefugt ist, wie sie fur elektronische 
Schaltkreise verwendbar ist. 

18. Mikrostruktur nach einem der vorigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Struktur Bestandteil 
einer Mikromanipulationseinrichtung ist. 
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Abbildungen III: Prinzipielle ProzeOschritte bei der Herstellung von Mikrofixierelementen 
auf Siliziumbasis. 

Abbildung III-A: 
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Abbildungen IV: Grundsatzliche ProzeBschritte bei der Herstellung von 
Mikrofixierelementen auf transparenten Tragern 

Abbildung IV-A: 
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Abbildung IV-B: 
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